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Biosensor 



Die Eifindtmg betriffi einen Biosensor, insbe- 
sondere zur Detektion von Schwermetallon, mil ein- 
er bfotogischen. Komponente, welche auf einem 
Transducer immoblBsiert is*. 

Biosensor en sind MeBfuhter wio s»e betspiels- 
vreise in "bild der ynssenschaft". Heft 4-1988, S 
100 -110 beschrieben sind und bei denen eine 
biologische Komponente primar mil dem zu be- 
stimmenden • Parameter reagiert Diese 
Primaneaktkm oder ein Produfct . cfieser 
Primarreaktion wird von einem sog. Transducer 
erfafit und in ein verwertbares, im allgemeinen 
elektrisches Meflsignal uberfuhrt Dazu fet es ertor- 
derBch. dafl die biologische Komponente in enger 
raumlicher Nachbarschaft mrt dem Traroducer im- 
rhobifisiert. dJi. fixiert. wird ImmobiUsierungsme- 
thoden sind z.B. die Adsorption an einem anorganK 
schen oder organischen Trager. der physikatische 
BnschtuO in Gel-Matrizes . oder hinter einer semi- 
permeablen Mem bran, die Ouervemet2ung durch. 
bifunktioneile Oder mutUlunktioneite Reagsntien und 
kovalente Bindung an einen transducer,, welche 
entweder cfirekt oder unter ZuhiHenahmo von sog. 
"Unkem* erfolgen kann. 

Dauerhatt funktionierende Biosensoren sind 
zwar noch nicbt auf dem Maikl, jedoch bssen sich 
Anwendungen in der mediztnischen Analytik. Ab- 
wasseruberwachung oder in Bioreaktoren absehen. 
Die vorBegende Erfindung hat sich zur Aufgabe 
gesetzt. einen Biosensor zu schaffen. der insbeson- 
dere zur .Detektion von ScrwermetaJlen geeignet 
ist. und der damit die bisher gebrauchlichen 
anafytischen Methoden. z.B. die Sulfidfalrung. zur 
Erkennung von Schwermetallen ersetzen kann. 

Diese Aufgabe wird durch einen nach den 
kennzeichnenden Merkmalen des Patentanspruchs 
1 ausgebildeten Biosensor gelost 

Die Erfindung macht sich die besondwe Bgen- 
schaft der Phytochelatine (PC) zunutze, Schwerme- 
talHonen wie CD*\ Hg**. Zn 2 '. Pb* Oder Cu* zu 
binden. Diese Bgenschaft wurde von Grill, Winnac- 
ker und Zenk in •SCIENCE*, oa November 1985. 
Vol. 230, S. 674 bis 676 erstmais beschrieben. PC 
sind pflanztiche Peptide, die aus den Aminosauren 
Grycin, Cystein und Ghjtaminsaure aufgebaul sind. 
Die allgemeine Strukturiormet tauten 
(-rgtu-cysK-gty, 

wobei n iA zwischen 3 und 8 varuert tru e biotogi- 
sche Aufgabe besteht in der Entgittung pllanzticher 
Gewebe, wobei die Arrwesenheit von Schwermetal- 
len in der Pflanze die Bildung von PC induziert PC 
konnen daher aus PflanzenzeHenkulturen. ver- 
schiedener Spezies isofiert werden (sh. obengenan- 
nter Artikel aus SCIENCE). Die Bindung der 
Scbwermetalle an PC ist formal als Metanmercaptid 



zwischen den SH-Gruppen des Cysteins und den 
SchwermetaiHonen aufzuf assert. Da die PC aus-. 
schKeflfich SchwermetaPe binden, atso nfcht bel- 
spielsweise AlkaD-oder BdalkaB-MetaJle. ist es 

s moglich, diese PC als brologjscne Komponente fur 
einen Biosensor zur Detektion von Schwermetallen 
zu verwenden. 

Die Erfindung sol) im folgenden anhand elniger 
Ausfuhrungsbeispiele, die in den Ftguren teitweise 

w schema tisch dargestellt sind, naher beschrieben 
werden, Es zeigen: 

Fig. 1 den prinzTpieDen Aufbau einer 
MeOeinrichtung mil einem Biosensor; 

Fig. 2 einen Biosensor mit einem als Feldef- 

75 fekttransistor ausgebildeten Transducer; 

Fig. 3 eine Schaltung mit einem Biosensor 
gemafl Fig. 2: 

Fig.4 einen Biosensor mil einem als Piezo- 
kristall ausgebildeten Transducer. 

20 .Fig. S einen Biosensor mit einem als tichtlei-. 

ter ausgebildeten Transducer: 

Fig. 6 einen Biosensor mit einem Transducer 
zur Messung der Leitfahigkeit bzw. der Dieiektri- 
-zitatskonstahten. 

25 Die in Fig. 1 schematise!), dargestellte 

MeOanordnung weist eine. Sensortrager 1 auf. an 
dessen Spitze der etgentUche Biosensor 2 an- 
geordnet ist. dessen Ausgangssignale uber eine 
Obertragungsleitung- 3 einer Verstarker-und Anzei- 

30 geeinrrchtiing 4 zugeluhrt werden Der Biosensor 2 
wird in das Meflsubstrat 5 eingetaucht, welches 
gasformig. flussig oder (est sein kann, und welches 
bei Vorhandensein eines bestimmien zu mess en- 
den Parameters mit der biologischen Komponente 

35 des Biosensors reagiert 

Fig. 2 zeigt ein Ausfuhrungsbeispiel fur einen 
Biosensor, bei dem der Transducer als Feldeffekt- 
transistor aufgebaut ist In einer stirnseitigen Aus- 
nehmung des Sensortragers 1 ist dabei em Sifi- 

40 ciumblock 2.1 eingelassen, in dem in an sich be- 
kannter Weise eine Source- Elektrode 22. und eine 
Drain- Etektrode 2.3 durch entsprechende Dotierung 
erzeugt wird. &b Source-und Drain-Bektrode 22 
und 2.3 sowie die dazwischen Regende SiBcium- 

45 schicht. die den Leitkanal 2.5 bildet. werden mil 
einer IsoCerschicht 2.4, beispielsweise aus SbN^ 
abgedeckt Die Randbereiche des SiBciumblocks 
2.1 bzw. der Isofierschicht 2.4 sowie des angren- 
zenden Sensortragers worden zusatzlich noch mit 

so einer Veiguflmasse 2.6 abgedeckt. Als biologische 
Komponente des Biosensors werden Phytochela- 
tine (PC) auf der Isofierschicht 2.4 immobilisieit. 
welch damit das Gate 2.7 des FeldeHekttransistors 
bilden. Hierzu dart die eigenttiche Gate- Elektrode, 
die typischerweise bei FekJerfektuansistOfen vor- 
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handen 1st, nicht als solche ausgefuhrt sein. Als 
^mobiRsiefungsreagentien konnen beispielsweise 
Glutardialdehyd und Serumaibumin verwendet wor- 
sen (vg|. LD. Bowers und RW. Carr- -ImmobiKzed 
. Enzymes in Analytics! Chemislry'Ji 

Durch Brrtagerung von SchwermetaDIonen in 
die PC baut sich in derate Gate wirkenden PC- 
Schnicht 2.7 em etektrisches Feld auf. wetehes im 
U.tkanal Z5 Ladungstrager induziert und somrl 
den Widersland des leitkanals 2.5 andert. Zur Bn- 
steflung ernes optimalen Arbeitspunktes des Fe^ 
deftekttransislors ist die POSchicht 2.7 mil einer 
zusatzrw^en gitterlormigen Gate-Eleklrode 2.8 ver- 
sehen, Ober die eine externe Vorspannung ange- 
»eg| we rden kann und deren Gilterabslande so 
gowahl! sind, da5 Reaktionen des Me/teubstrats mit 
der PC-SchicM nicht behindert werdea 

Eine enlsprecnende Schaltung zum Betrieb 
des m Rg. 2 dargestelltea als Feideffekttransistor 
ausgebiWelen Biosensors ist. in Fig. 3 dargestelll. 
Dabei 1st die Source-Eleklrode 22 und die Drain- 
Qeklrode 2.3 mi! einer Spannungsquelle U, ver- 
bunden. wobei der durch den Leitkanal Z5 
Hieflende Strom mit einem geeigneten MeAgerSt 
4.1 gemessen wird. Ober die zusatzBche Gate- 
Elekt/ode 2.8 kann eine Ober ein Potentiometer R 
regeibare Vorspannung aus einer Spannungsquette 
^ aul den Leitkanal 2.5 einwirken. wodurch eine 
EinstelJung des Arbeitsbereiches des Feldetfekl- 
transistors erziett wird. 

Da der Schwermetallsensor aui dor Basis von 
PC - prrmar nicht • reversibel ist. wird durch die 
zusafcBche Gate-Bektrode ZB noch die 
Mogfichkeit gegeben. durch emsprechende Polung 
der SpannungsquelJe U 2 die Scbwermetallionen 
wieder aus den PC herauszulSsen. Eine andere 
MoghchkeH zur fiegenerierung des Biosensors be- 
steh, in der Sp0hjng mi| S3uren dwch wefche djQ 

Schwermetalfionen aus dem PC-Schwermetalt- 
Komplex berausgeI6st werden. 

Da die PC unter oxioierenden Bedingungen nur 
stabil sind. wenn sie als PC*- -Metall -Komplex 
vorliegen. empfiehlt es sich. diese durch Komple- 
xierung m,t einem nur schwach bindenden Metall 
wie 2.B. Bsen. zu stabilisiBren. 

fig. A zeigi den prinzipielten Aufbau eines Bio- 
sensors zur Detektion von Schwermetalien auf der 
Basis eines Oberflachenwellen-Bauelementes. 
Hierzu sind auf einer ObedlSche eines piezoetektri- 
schen Substrats 2.10 aus UtlWNiobat kammar- 
Hge Eleklroden 2.t1 und 2.12 bzw. 2.13 und Z14 
angeordneL Die Eleklroden 2.11 und 2.12 sind mit 
emer^ WechselspannungsquelJe 4.11 verbunden. 
Die Freguenz der Wechselspannungsquelle 4 11 
sow, e die Roger der Eleklroden 2.11 und 2.12 sind 

nKT!^!! 91 ' W2e °9 ,e und ^^'ergeleitete 

Oberflachenwelle die nachste verstarkl. so dafl sich 
aul der Oberllache des Kristalls 2.10 grofle Ampli- 
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«*enwerie ergebem Die ROckwantflung der so or 

r * Und . 2 -' 4 - weleh <** OWehe Oder eine SbrtZ 
Geometne *ie die Bektreden £t t und 

Meflgerat 4.12 angezeigL 

z.13. i14 ist aui derUberflache des Diea»ifik«. 

«hes Feld erwugt. wache S die AmpBtude der 

^WechseN,,^ ^ d e m detofechen Feld der 
Obe^en.e.te bit Die enUp,echenX 
^sgangssignal wird durch das 
Meflgerat 4.12 ange^eigL 

h r analoge. r Weise m AislDhrungstoi,, gema - a ' 

Sal B PC - Schidrt *>* ** der 
strt t T p,e20e,6,rtri «»»n Kristalls hmu. 

"» dfe PC-SchK*t w.rd dann gemessen. 

SchZL^Sl e T" Bi0S8ns « *»" Detektion von 
Schwermetalien. bei dem als Transduce, ein 
prismabscner Lichtteiter 25, verwende, wird. Das 
von a,n» ' UMqurib 4.13 ausgosandte Uch, ait, 
autde, samserta Z52 des LicWIei.ers 25, ein und 
ZhT n5Che " 253 2 - 54 "^hdach re- 
SfaSEh e«f d9f SW^^Begenden 
IT!^ f 55 ^ von einem 

ofrtoeteWnschen Empla^er 4.t4 registrierl wird. 
D,e Flache 2.54 1st verspiegett. wohingehend aul 
der Flache 2.53 eine PCSchicht. 5.7 immobinsiert 
|SI. Andenmgen des Brechungsindizes der PC- 
Schrcht 5.7 durch Aufnanme van SchwarmetalBo- 
nen bowrken daher Anderungen der an dieser 
Greranache nicht reDektierten und somit austreten- 
den UchHntensia, und damit auch eme Anderuno 
der im Ernplanger 4.14 emplangenen (ntensiBL 

D.ese Anderung wird in einem Meflgerat 4.,5 an- 
ge*»gt Der Bnlallswinkel o des Uchtes an den 
Fiacnen 2.53 bzw. 2.54 des Uchtleiters scats einer- 
sejls mogSchst klein gewjhn a^erseits 
sol»e erne ausreichende Arrahl von Rellexkman 
stattlinden. 

Erie weitere AuslOhrungsfoim eines Biosen- 
sors zur Detektion von Schwermeialien bestehl in 
der ,n fig. 6 schemaasch dargeslellten Anordnung 
be. der eine PC-ScWch. 6 .7 aul einer erslen Elak- 
trode 6.8 «nmo«lisiert ist und mi, eine, zwei.en. 
g.ttert3rm.gen Elektrode 6.9 abgedeckl ist. BekJe 
EleMroden 6.8. 6.9 sind mit einer an sich bekan- 
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nten und deshalb nicht . dargestellten 
Mefleinrtehtung zur Bestimrnung dor LeitfiiWgkeit. 
welche sich durch Bnlagerung von SchwerrnetalBo* 
nen in. die POSchicbt 67 andert. verbunden. 

Bne ahnBche Anordnung kann verwendet wer- 
den, worm ate Meflgrofle cfie Anderung der Dietek- 
trizitatskonstanten der POSchkM 6.7 herangezo- 
geri werden sod. H&bei 1st es vorteflhaft, minde- 
stens eine der Bektroden 6.8 bzw. 63 durch eine 
d urine IsoBerschicht gaJvanisch von der PC-Schicht 
6.7 zu Uennen. Die Anordnung ist dann in erne an 
sich bekaroite WechselstrommeCbrOcke ate 
variable KapazHat geschalteL 



Anspruche . 

1. Biosensor, insbesondere zur Detektion von 
Schvyermetalten, mit emer biotogischen Kompo 
nente. welche auf einem Transducer immobifisiert 
ist, dadurch gekennzelchnet. dafl ate biorogische 
Komponenie mindestens ein Pedptid aus der Grup- 
pe der Phytochelatme verwendet wird. 

2. Biosensor nach Anspruch 1.. dadurch go- 
kennzeichnet, dafl der Transducer ate FetdeHekt- 
transistor ausgebildet ist und. dafl das bzw. die. 
Phytochelaim(o) (2.7) schrchtf&mig am Gate im- 
mobifisiert wird bzw. werden. 

3. Biosensor nach Anspruch 2. dadurch ge- 
kennzelchnet, dafl die Phytochelatinfe)- Schicbt 
(2.7) mit einer zusatzfchen Gate-EIektrode (2.8) 
versehen.isL 

4. Biosensor nach einem der Anspruch 9 1 bis 

3. dadurch gekennzelchnet, dafl der Transducer 
einen piezoelektrischen Kristall (2.10) aufweist. an 
dessen Oberflache das bzw. die Phytochelatin(e) 
(2.15) schichtformig immota'fisiert wird bzw. war- 
den. 

5. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 

4. dadurch gekennzelchnet, dafl der Transducer 
einen UchUeiter (231) aufweist wobei auf minde- 
stens einer Oberflache (233) des Uchtleiters 
(2.51) das bzw. cfie Phytochelafin(e) (5.7) - 
schichtformtg trmriobifistert wird bzw. werden. 
der art dafl die Bindung von SchwermetaDen in der 
Phytocbotetin(e)- Schicht eine Anderung der opti- 
schen Eigenschaften des Uchtleiters (251) bewrrkt 

6. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis- 

5. dadurch gekennzelchnet. dafl das. bzw. die 
Phytochelatin(o) (6.7) zwischen zwei Eielrtroden 
(6.8. S3) angeordnet ist welche mil einer Efrnrich- 
tung zur Messung der Leittahigkeit Oder der Dielek- 
trizilatskonstanten verbunden sind. 
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